














































Maligne  Tumoren  sind die  zweithäufigste  Todesursache  in der Bundesrepublik Deutschland. 
Bei  der  Entwicklung  neuer  Chemotherapeutika  konnten  mit  Histondeacetylase‐Inhibitoren 
sehr  vielversprechende  Ergebnisse bei  einer Vielzahl  von  Tumorentitäten  erzielt werden,  so 
auch beim Nicht‐kleinzelligen  Lungenkarzinom  (NSCLC) und dem Plattenepithelkarzinom des 
Ösophagus, deren bisherige Therapiemöglichkeiten unbefriedigend bleiben. 
Die  vorliegende Arbeit  untersucht  die Möglichkeiten  der Apoptoseinduktion  in  Tumorzellen 
der Zelllinie TE‐7 (Plattenepithelkarzinom des Ösophagus) und der Zelllinie SEG‐1 (NSCLC) mit‐
tels der Behandlung mit dem Histondeacetylase‐Inhibitor LBH589  (Panobinostat)  in vitro. Die 
Ergebnisse dieser  Studie  zeigen, dass die  Therapieeffizienz  von  LBH589  vom p53‐Status  der 
Zelllinie  abhängt.  In  der  p53‐Wildtyp  Zelllinie  SEG‐1  kann  dieses wichtige  Regulatorprotein 

































































































































4.3.1  Effekt  des  Translationsinhibitors  Cycloheximid  auf  die 
Proteinkonzentration  der  Checkpointkinase  1  unter  LBH589‐
Behandlung ...................................................................................................45 











































gen  für das  Jahr 2010 gehen von einer  Inzidenz von mind. 450.000 Krebserkrankungen aus2. 
Das Prostatakarzinom  ist die häufigste Krebserkrankung bei Männern. Bei  Frauen  ist  es mit 
Abstand das Mammakarzinom. Bei beiden Geschlechtern  liegt Darmkrebs auf Platz zwei und 
Lungenkrebs  auf  Platz  drei.  In  den  letzten  Jahren  konnten  die Überlebensraten  bei  einigen 




20  Jahren  konnte  sich  die  5‐Jahres‐Überlebensrate  des  Lungenkarzinoms  von  13 %  im  Jahr 






















Die  homöostatische  Kontrolle  der  Zellzahl  gutartiger  Zellpopulationen  ist  das  Resultat  einer 
dynamischen  Balance  zwischen  Zellproliferation  und  dem  programmierten  Zelltod.  Unter 
unphysiologischen Bedingungen, z. B. unter dem Einfluss von Noxen, sterben Zellen in der Re‐
gel  durch  den Vorgang  der Nekrose.  Ein  kontrolliertes Absterben,  d.  h.  ein  programmierter 

























Lange  Zeit  galt  der Grundsatz,  dass  die  Entwicklung  von  Krebs  auf  eine  große  Vielzahl  von 
strukturellen  Veränderungen  am Genom, wie  z.  B.  die  Amplifikation,  die  Translokation,  die 
Deletion und die Punktmutation 13‐15, zurückzuführen  ist. Solche Modifikationen an der DNA‐
Struktur  führen schließlich zur Aktivierung von Onkogenen und zur  Inaktivierung von Tumor‐






sen  über  den  Zusammenhang  von  fehlerhafter Histon‐Modifikation mit  der  Entstehung  von 
Krebs.  Speziell die Acetylierung  von  Lysin‐Seitenketten der Histone 3 und 4 wurde  sehr  gut 
untersucht. Das Maß der Histon‐Acetylierung  ist  abhängig  vom Gleichgewicht  zwischen den 
Histonacetyltransferasen  (HAT)  und  den Histondeacetylasen  (HDAC). Hierbei  spielt  das Aus‐
maß der Histon‐Acetylierung eine wichtige Rolle  in der Organisation des Chromatins und der 









Abb.  1.3:  Chromatinstruktur  in  Abhängigkeit  des  Acetylierungsstatus.  Mit  zunehmender  Modifikation  der 




Reparatur und die Rekombination26,  27.  Zusätzlich  können die HDAC die Genexpression über 
einen weiteren Weg regulieren. Sie interagieren als Bestandteil großer Multiprotein‐Komplexe 


























Funktion  Protein  Spezifische HDAC  Referenzen 
Strukturprotein  α‐Tubulin  HDAC 6  44 



















































































































































zentrationen  einen  G1‐  und  einen  G2/M‐Arrest  bewirken73,  81.  Die  Zunahme  von  Cyclin‐
abhängigen Kinasen  (CDK) und die  gleichzeitige Abnahme  von Cyclinen durch HDACI wirken 







zu  einer  erhöhten Produktion der  sogenannten  Todesrezeptoren und  ihrer  Liganden  in  vivo 











Durch  das Auslösen  von Defekten  innerhalb  der Mitose  können HDACI  in  Tumorzellen  den 
Zelltod induzieren. Die erhöhte Rate von Acetylierungen an Histonen führt zu Störungen an der 
Struktur und der  Funktion der  Zentromerregion und  am perizentrischen Heterochromatin90. 











zu  einer  erhöhten  Expression  des  TBP‐2 Gens.  TBP‐2  bindet  und  inhibiert  Thioredoxin, wo‐
durch ROS in Tumorzellen akkumulieren können, nicht jedoch in normalen Zellen81. Dies könn‐
te  bedeutend  für  den  HDACI‐induzierten  Zelltod  sein.  ROS‐Radikalfänger  wie  das  N‐
Acetylcystein können die Wirkung der HDACI abschwächen. 
Die Inhibition der HDAC 6 unterbricht den Aggresom‐Signalweg. Die HDAC 6 ist ein Bestandteil 
des Aggresoms,  einer  zellulären  Formation,  die missgefaltete  Proteine  aggregiert, wenn  die 
normalen Abbauwege dieser Proteine beeinträchtigt oder überfordert sind. Die HDAC 6 bindet 
mono‐  und  polyubiquinierte  Proteine.  Außerdem  bindet  sie  p150,  einen  Bestandteil  des 
Dynein‐Motorkomplexes, und agiert dadurch als Brücke zwischen dem Dynein‐Motor und den 
ubiquinylierten  Proteinen, was  die  Bildung  des Aggresoms  ermöglicht.  Somit werden  durch 









len  Degradation  zugeführt werden  kann29,  69,  94.  Außerdem  können  HDACI  die  Angiogenese 













kin  Lymphom,  B‐Zell  Lymphom,  Hirntumore, Melanome,  Lungenkrebs,  Ösophaguskarzinom, 
hepatische Malignome, Ovarialkarzinom, Nierenzellkarzinom, und andere96‐98. Als erster HDACI 
wurde Vorinostat 2006 von der Food and Drug Administration für die klinische Behandlung des 
fortgeschrittenen  kutanen  T‐Zell  Lymphoms  zugelassen99,  100.  Im  November  2009  folgte  die 
Zulassung  für  Istodax  (Romidepsin),  ebenfalls  für  die  Behandlung  des  kutanen  T‐Zell  Lym‐
phoms101.  Ein  vielversprechender Marker dafür, dass eine biologisch  aktive Dosis  in  vivo er‐
reicht wurde,  ist  die  Akkumulation  von  acetylierten Histonen  in mononukleären  Zellen  des 
peripheren Blutes. Es findet sich dabei aber kein Zusammenhang zur klinischen Effektivität. Die 






Unter den  in großer Anzahl entwickelten HDACI der  letzen Dekade  ist Panobinostat (LBH589, 
Novartis  Pharmaceuticals)  ein  vielversprechender  Vertreter  seiner  Substanzklasse.  Er wurde 
bereits  an  vielen  verschiedenen  Tumorentitäten  erprobt,  so dass über  LBH589 bereits  viele 
Daten  über  Pharmakokinetik,  Pharmakodynamik  und  Dosisfindung  gesammelt  wurden104. 
LBH589  ist ein Derivat der Hydroxamsäure und ein sogenannter Pan‐HDACI, da er die HDAC‐
Klassen 1, 2 und 4 suffizient inhibiert. Bei Zellen des kutanen T‐Zell‐Karzinom , der chronischen 
myeloischen  Leukämie  (CML),  der  akuten  myeloischen  Leukämie  (AML),  des  Hodgkin‐





























HH  1,8  8,3  647  1497  244,5  677,5 
HCT 116  7,1  51,7  1040  3660  419,8  1411 
BT 474  2,6  22,4  1152  5195  702,5  1335 
 







nahme  der  Chk1‐Proteinkonzentration  sehr  viel  genauer mit  dem Ausmaß  der  Zytotoxizität 
korreliert als die Histon‐Hyperacetylierung. Dies gilt nicht nur für die Zelllinien sondern auch ex 








Neben der nachgewiesenen  guten Wirksamkeit beim  kutanen T‐Zell‐Lymphom  zeigt Panobi‐
nostat  sehr  vielversprechende  klinische  Effekte  bei weiteren  hämatologischen  Krebserkran‐

























Serin/Threonin‐Kinase mit  einem Molekulargewicht  von  54  kDa.  Im Unterschied  zur  Check‐
pointkinase 2  ist die Checkpointkinase 1 essentiell. Chk1‐defiziente Mäuse sterben  in der frü‐
hen embryonalen Entwicklung, im Gegensatz zu lebensfähigen Chk2‐defizienten Mäusen115. 































Der  S‐Phase‐Checkpoint  registriert  v.  a.  strukturelle  DNA‐Schäden, wie  Doppelstrangbrüche 
und Störungen  innerhalb der Replikationsgabel; Abnormalitäten, die u. a. durch  ionisierende 













tionsvorteil  führt. Dadurch  sind  sie  aber  unter  genotoxischem  Stress,  der  die  Integrität  des 
Genoms  gefährden  kann,  vermehrt  abhängig  von  einem  funktionierenden  G2‐Checkpoint. 















Entwicklung  von Histondeacetylase‐Inhibitoren. Diese  neuartige Wirkstoffgruppe  hat  in  ver‐
schiedenen  Studien  bisher  vielversprechende  antitumoröse  Effekte  in  Zellen  des  Nicht‐







tiert146. Der  Zelllinie  TE‐7  fehlt  ein  funktionierendes  p53‐Tumorsuppressorgen, während  bei 
SEG‐1 der p53‐Wildtyp  gebildet wird. Desweiteren  soll mit dieser Arbeit die Bedeutung der 
Checkpointkinase 1 bei der Apoptoseinduktion durch LBH589 untersucht werden. Dafür wur‐
den  verschiedene molekularbiologische Methoden, wie Western  Blot,  Durchflusszytometrie 
(Apoptosedetektion mittels Annexin‐V, Zellzyklusanalyse), Real‐Time PCR u. a. verwendet. Die 






















































































































































































































































on  im Brutschrank, wurden  die  Zellen mit  10 ml  erwärmten  Kulturmedium  vom Boden  der 
Zellkulturflasche vorsichtig abgespült und  in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Zellzahl 
wurde mit Hilfe des Zellcounters ermittelt. Für die weitere Kultivierung wurde eine entspre‐














sches Medium mit  der  jeweiligen  LBH589‐Konzentration  zugegeben  und  die  Platten  für  die 
entsprechenden  Zeiträume  inkubiert. Die  Cytotoxizität wurde mit Hilfe  des MTT‐Assays  be‐
stimmt. 
Nachdem 0,05 µM  LBH589 als optimale Behandlungskonzentration ermittelt wurde, wurden 
10ner Platten mit 1,1 x 106  (TE‐7) und 1,5 x 106  (SEG‐1) Zellen besät. Nach  frühestens 20 h 
wurde zunächst eine 0,05 µmolare LBH589‐Lösung mit dem Kulturmedium der jeweiligen Zell‐























verwendet, weil  anschließend  an die  eine  Stunde  Inkubation der HDAC‐Inhibitor  LBH589  zu 
den entsprechenden Ansätzen hinzugefügt werden musste. Da jeder Platte noch 1 ml der ent‐










Nach  der  Ermittlung  von  5  µM  als  geeignete  Versuchskonzentration wurden  10ner  Platten 
ausgesät für den Zeitwert 24 h mit den fünf Ansätzen Kontrolle, MG‐132, MG‐132 und LBH589, 
LBH589 und DMSO. Das weitere Prozedere entspricht dem des CHX‐Versuches. Die Ansätze 
mit  dem  Proteasominhibitor  MG‐132  mussten  wieder  eine  Stunde  inkubieren,  bevor  das 
LBH589 hinzu gegeben wurde. Die Ansätze mit DMSO wurden genau wie die mit MG‐132 ge‐
handhabt, damit die Wirkzeiten übereinstimmten. Es wurde die gleiche Menge an DMSO ein‐











Überstand  in  das  Reaktionsgefäß  überführt. Mit  einer  Pipette wurde  nochmals  PBS  auf  die 
Platte gegeben und gut gespült. Anschließend wurde der gesammelte Überstand bei 4 °C und 
4600 rpm für 15 min zentrifugiert. Danach wurde der Überstand vorsichtig dekantiert und 10 
ml PBS hinzu gefügt. Erneut wurde  für 15 min bei 4600  rpm und 4  °C  zentrifugiert und der 























Die  Zellzahlbestimmung  erfolgte mit  Hilfe  eines  Hämozytometers  (Neubauer  Zählkammer). 
Hierzu wurde die Zellsuspension  in die Zählkammer pipettiert und mit einem Deckglas abge‐





































len  in  wenigen  Sekunden.  Mittels  Messung  von  Lichtstreuung  können  Zellgröße 
(forwardscatter) und Granularität (sidescatter) ermittelt werden. Die Verwendung von Fluores‐
zenzfarbstoffen ermöglicht die Selektion von Zellen mit bestimmten Eigenschaften. Zellen, die 
mit  fluoreszenzgekoppelten Antikörpern markiert wurden,  können  so  vom Analysegerät  er‐











stoff  Propidiumiodid  (PI)  interkaliert  in  doppelsträngige Nukleinsäuren  und  zeigt  somit  eine 
stöchiometrische Wechselwirkung mit DNA, d. h. DNA‐Konzentration und Farbstoffkonzentra‐






Das Arbeiten erfolgte  auf Eis. Der Überstand des  entsprechenden Ansatzes wurde  in einem 
Reaktionsgefäß aufgefangen. Die Platten wurden mit ca. 2 ml PBS gewaschen, welches eben‐












Markierung  die  Detektion  von  apoptotischen  Zellen  in  Zellgemischen möglich.  Da  aber  bei 
spätapoptotischen, bzw. nekrotischen Zellen die Zellmembran permeabel  für Annexin‐V wird 
und diese  somit auch über das Annexin‐V nachgewiesen werden würden, wäre eine  sichere 
Differenzierung  zwischen  apoptotischen und nekrotischen  Zellen nicht mehr möglich. Daher 






Während  der Messung werden  die  so markierten  Zellen  von  einem  Laserstrahl  erfasst. Da‐






Die  Zellen wurden  zunächst wie beschrieben  trypsinisiert, wobei die Überstände  jedoch  ge‐
sammelt wurden. Das Arbeiten erfolgte auf Eis. Die Zellzahl wurde ermittelt und 1 x 106 Zellen 
in  ein  Reaktionsgefäß  gegeben, welches  bei  4  °C,  200  g  für  5 min  zentrifugiert wurde. Der 
Überstand wurde vorsichtig dekantiert und das Zellpellet in 100 µl der Annexin‐V‐Fluos Lösung, 
welche  bereits  nach  den  Angaben  des Herstellers  vorbereitet wurde,  resuspendiert. Dieser 
Ansatz musste  für 15 min bei Raumtemperatur  im Dunkeln  inkubieren. Danach erfolgte die 































anionischen Detergenz  SDS  (Sodium Dodecyl  Sulfate) werden  nichtkovalente Bindungen  der 
Proteine aufgehoben. Als Folge davon gehen die höheren Proteinstrukturen verloren, so dass 
das  Protein  nur  noch  in  gestreckter  linearer  Form  vorliegt. Das  stark  negativ  geladene  SDS 
überdeckt  zudem  die  Eigenladung  der  Proteine,  wodurch  negativ  geladene  SDS‐Protein‐
Komplexe mit einem konstanten Verhältnis von Ladung zu Masse entstehen. Diese Komplexe 
der  verschiedenen  Proteine  unterscheiden  sich  nur  noch  in  ihrer  Größe  und  besitzen  ver‐
gleichbare  hydrodynamische  Eigenschaften.  Im  elektrischen  Feld  wandern  die  SDS‐Protein‐




Beim  verwendeten  diskontinuierlichem  System  nach  Lämmli  wurde  ein  Trenngel  (5  % 
Bisacrylamid)  in die entsprechenden Glaskammern des verwendeten Systems von BioRad ge‐




















eine  Lage  dünnes  und  dickes  Filterpapier  luftblasenfrei  übereinander  gelegt.  Das  Sandwich 
wurde  so  zwischen  die  beiden  Elektroden  einer  Tank‐Blot‐Kammer  geklemmt,  dass  sich  die 





wurde,  mussten  zunächst  die  unspezifischen  Proteinstellen  mittels  Blockingpuffer  unter 





Membran  gewaschen, um dann  für  eine  Stunde bei Raumtemperatur unter  Schwenken mit 
einem  HRP‐gekoppelten  speziesspezifischen  Sekundärantikörper  zu  inkubieren.  Gleichzeitig 
wurde  auch  ein  anti‐Biotin‐Konjugat  zugegeben,  um  den Molekulargewichtsmarker  bei  der 






die Membran  für  die Detektion  eines weiteren  Proteins  benötigt, mussten  die  gebundenen 
Antikörper von der Membran gelöst werden. Dafür wurde sie zunächst gewaschen, um dann 




















Mischen, wurde die Probe erneut bei 4  °C und 15.000  rpm  für 5 min zentrifugiert. Nach der 






Die Konzentration und Reinheit  einer RNA‐Lösung  kann mit Hilfe der optischen Dichte  (OD) 
ermittelt werden. Hierzu wurden 2 µl des RNA‐Eluats mit 68 µl DEPEC‐H2O verdünnt. Die Mes‐
sung  der  verdünnten  RNA‐Lösung  erfolgte  bei  einer OD  von  260  nm  und  280  nm  in  einer 









synthetisiert werden. Dieser  Prozess wird  als  Reverse  Transkription  (RT)  bezeichnet. Die  so 
entstandene cDNA dient dann in der quantitativen PCR als Template. Zunächst wurde die RNA 
in cDNA mit Hilfe des „Reverse Transcription System Kit“ der Firma Promega nach Hersteller‐
angaben  im  Thermocycler umgeschrieben. Dazu wurde 1 µg RNA mit DEPEC‐H2O  auf 9,9 µl 
aufgefüllt,  für 10 min bei 70  °C  inkubiert und anschließend auf Eis gekühlt. Zu  jedem Ansatz 
wurden 10,1 µl RT‐Prämix hinzugefügt. Die Primer bestanden dabei aus einem unspezifischen 
Mix  aus  Hexanukleotiden,  sogenannten  Random‐Primer.  Nachfolgend  sind  die 
Zuammensetzung des Prämix und das verwendete Thermocycler Programm aufgeführt: 
Tab. 3: Zusammensetzung des Prämix für die Reverse Transkription 












Schritt  Temperatur  Dauer  Zyklen 
AMV‐Aktivierung  24 °C  10 min  1 
cDNA‐Synthese  42 °C  15 min  1 































LightCycler©‐Ansatz  ß2‐MG  p21  Chk1 
cDNA  1 µl  1 µl  1 µl 
MgCl 25 mM  2,4 µl  2,3 µl  2 µl 
Primer (forward) 10 pmol/ µl  1,25 µl  1,25 µl  1,25 µl 
Primer (reverse) 10 pmol/ µl  1,25 µl  1,25 µl  1,25 µl 
FL‐HybProbe 2 pmol µl  1 µl  1 µl  1 µl 
LC Red640‐HybProbe 2 pmol/ µl  2 µl  2 µl  2 µl 
Fast –Start‐Master‐Mix  2,2 µl  2,2 µl  2,2 µl 







Schritt  Temperatur  Dauer  Zyklen 





Cooling  40 °C  30 s  1 
 
Tab. 7: LightCyler©‐Programm für ß2‐MG 
Schritt  Temperatur  Dauer  Zyklen 











Schritt  Temperatur  Dauer  Zyklen 





Cooling  40°C  30 s  1 
3.6 Statistische Analyse 








































































Nachdem  die  Konzentration  des Histondeacetylase‐Inhibitors  LBH589  von  0,05  µM  als  eine 










































Der  Verlust  des  p53‐Proteins  in  der  Zelllinie  TE‐7  ist  deutlich  sichtbar.  Weder  in  der  un‐
behandelten  Kontrolle,  noch  unter  LBH589‐Einfluss  gelingt  ein  Nachweis  des 




































































und 48 h um 10 % an. Nach 24 h  ist eine  sehr  schwache Bande bei 19 kDa densitometrisch 















































kontrolle des Gesamtproteins  verlief  in diesem Versuch nicht über ß‐Actin,  sondern über das  Einsetzen  gleicher 
Zellzahlen während der Zellpelletgewinnung (siehe auch 3.1.4). 
Unter dem  Einfluss des  Translationsinhibitors CHX  kommt  es nach 24 h  zu  einer deutlichen 
Abnahme  in der Chk1‐Konzentration auf 33 % der Kontrolle. Bis  zu diesem Zeitpunkt  ist die 

















kontrolle des Gesamtproteins  verlief  in diesem Versuch nicht über ß‐Actin,  sondern über das  Einsetzen  gleicher 
Zellzahlen während der Zellpelletgewinnung (siehe 3.1.4). 
Unter der Suppression der Proteinbiosynthese verhalten sich die Zellen  jeweils mit und ohne 














4.3.2 Effekt  des  Proteasominhibitors  MG‐132  auf  die  Proteinkonzentration  der  Check‐
pointkinase 1 unter LBH589‐Behandlung 
Um zu überprüfen, ob das unter 4.3.1 dargestellte Phänomen des beschleunigten Chk1‐Abbaus 
unter  LBH‐Behandlung  proteasomabhängig  verläuft, wurden  beide  Zelllinien  über  24  h mit 




























verlief  in  diesem  Versuch  nicht  über  ß‐Actin,  sondern  über  das  Einsetzen  gleicher  Zellzahlen  während  der 
Zellpelletgewinnung (siehe 3.1.4). 
Unter  der  isolierten  LBH589‐Behandlung  kommt  es  in  beiden  Zelllinien  zu  einer  deutlichen 
Abnahme in der Chk1‐Proteinkonzentration (in TE‐7 auf 37 %, in SEG‐1 auf 27 % der Kontrolle). 
In TE‐7 hat die Chk1‐Bande unter der kombinierten Behandlung von MG‐132 und LBH589 eine 
Stärke  von 70 % der Kontrolle und  ist  somit deutlich  ausgeprägter  als unter dem  alleinigen 
Einfluss von LBH589 (37 % der Kontrolle). Die Behandlung mit MG‐132 führt in TE‐7 zu einem 
Anstieg um 10 % des Proteingehalts der Kontrolle. Unter der Behandlung mit DMSO kann eine 
















Versuchsansätze  durchgeführt.  Im  Folgenden  sind  die  Ergebnisse  zum  einen  beispielhaft  in 
Form  von Dotplots  dargestellt,  zum  anderen  sind  die Mittelwerte mit  Standardabweichung 
sämtlicher  Messungen  in  Diagrammform  dargestellt.  Die  Apoptoserate  bildet  sich  aus  der 








Ergebnisse  in Form von Dotplots.  In B Auftragung der Mittelwerte aller Messungen  im Balkendiagramm mit Stan‐
dardabweichung. Die Zellen wurden  für 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 µM  LBH589 behandelt. Zu  jedem Zeitpunkt 























der  Ergebnisse  in  Form der Dotplots.  In B Auftragung der Mittelwerte  aller Messungen  im Balkendiagramm mit 
Standardabweichung. Die Zellen wurden für 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 µM LBH589 behandelt. Zu jedem Zeitpunkt 




bei  5,7 %. Unter  LBH589‐Einfluss  steigt  die Apoptoserate  auf  11,2 %. Nach  48  h  kommt  es 
erstmalig zu einem signifikanten Unterschied in der Apoptoserate (p < 0,05) zwischen der Be‐






bereits  apoptoseassoziierte  Proteine wie  Caspase  3,  p53  und  p21  untersucht.  Im  folgenden 














































lässt  sich eine komplette Aktivierung der Procaspase 9  in TE‐7 nach 48 h  feststellen, da  fast 
ausschließlich nur noch das spaltungsaktive Fragment (35 kDa) nachzuweisen  ist. In der Zellli‐
nie  SEG‐1  steigt  der  Proteingehalt  der  Procaspase  9  zuerst  auf  das  1,4‐fache  der  Kontrolle, 
nach 24 h auf das 2,6‐fache und sinkt dann nach 48 h wieder auf das 1,9‐fache des Gehalts der 












Abb. 4.17 Einfluss des HDACI  LBH589 auf den Bcl‐2‐Proteingehalt  in den Zelllinien TE‐7  (A) und SEG‐1  (B). Die 
Zellen wurden über 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 µM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrolle. 
Das ubiquitär exprimierte ß‐Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins. 





















  Kontrolle  6 h LBH589  24 h LBH589  48 h LBH589 
Bax/Bcl‐2 Ratio  1,58  0,76  0,45  0,18 
 
























In  der  Zelllinie  TE‐7  kommt  es  unter  LBH589‐Behandlung  zu  einer  Bildung  von  γ‐H2AX.  Zu‐
nächst  ist nach 6 h eine sehr schwache Bande darstellbar. Nach 24 h kommt es zu einer 25‐
fachen Zunahme an γ‐H2AX  im Vergleich zum 6‐h‐Wert.  Im weiteren Verlauf nimmt die Ban‐













Es  folgen  die  Ergebnisse  der  Zellzyklusanalyse  der  Zelllinie  TE‐7,  die  mit  Hilfe  der 



































durchgeführt.  In  A  Darstellung  der  Ergebnisse  in  Form  von  Histogrammen.  In  B  sind  die  Ergebnisse  der 
Durchflusszytometrie dargestellt. Die angegebenen Werte entsprechen den Mittelwerten. 

























































ten  Zeitpunkt  senkt die  Zelllinie  TE‐7 die  Expression  von Chk1‐mRNA  auf das 4,5‐fache und 
SEG‐1 auf das 8,2‐fache des Kontrollwertes. Hierbei ist in den TE‐7‐Zellen die Abnahme im Ver‐






































untersucht  werden.  Im  Vergleich  zur  Zelllinie  TE‐7,  die  ein  Funktionsverlust  des  p53‐Gens 
kennzeichnet, kommt es  in der p53‐Wildtyp Zelllinie SEG‐1 unter dem Einfluss von LBH589 zu 











regulation der  Expression  von  Todesrezeptoren und  ihrer  Liganden durch HDACI und damit 





einer  Aktivierung  der  Caspasen,  sondern  auch  zu  einem  irreversiblen  Anstoß  der  apoptoti‐
schen  Signaltransduktion.  In der  Zelllinie  SEG‐1  kommt  es  ebenfalls  zu  einem Nachweis der 
spaltungsaktiven Fragmente der Caspase 8 und 9 nach 24 h und 48 h, jedoch in sehr viel gerin‐
gerer Ausprägung im Vergleich zur Zelllinie TE‐7. Schaut man sich die Endstrecke dieser Kaska‐
de  in  Form  der  Caspase  3  an, muss man  feststellen,  dass  der  apoptotische  Stimulus  durch 




















lich unter der Rate der  Zelllinie  TE‐7  (62 %). Die  Zelllinie  SEG‐1  verfügt  somit über den be‐
schriebenen Bcl‐2 abhängigen Resistenzmechanismus, der die HDACI‐Wirkung abschwächt.  In 
der  Literatur wird  außerdem berichtet, dass HDACI proapoptotische  Proteine, wie Bim, Bak 
und Bax hochregulieren152, 153. In der vorliegenden Arbeit kann diese Aussage in Bezug auf das 
Bax‐Protein  nicht  bestätigt  werden,  da  in  der  Zelllinie  TE‐7  der  Bax‐Proteingehalt  unter 




2  vermittelt,  und  bestätigt  somit  den  Bcl‐2  abhängigen  Resistenzmechanismus  der  Zelllinie 
SEG‐1 gegenüber HDACI. 
Bisher wurde die p53‐unabhängige Induktion der p21waf1‐Expression unter HDACI‐Therapie als 
















inaktiviert  ist79,  147.  In  der  Zelllinie  SEG‐1  kommt  es  nach  24  h  LBH589‐Behandlung  zu  einer 
starken Zunahme an p21waf1‐Protein. Der Gehalt an p53 nimmt im Verlauf gering zu (vergleiche 
4.2). Es ist festzuhalten, dass in der Zelllinie SEG‐1 p21waf1 als potenter CdK‐Inhibitor und wich‐
tiges  Regulatorprotein  in  der  Stressantwort  auf  zellschädigende  Einflüsse  zunächst  deutlich 
hochreguliert werden kann. Neben der LBH589‐Wirkung  ist  in dieser Zelllinie p53, als starker 
Stimulator  von  p21waf1,  vorhanden.  Entsprechend  kann  es  zu  einer  effektiven  antiapoptoti‐





zu  diesem  Zeitpunkt  durch  seine  antiproliferative  und  dadurch  in  diesem  Fall  auch 
antiapoptotische Wirkweise, neben anderen Faktoren, vor dem Zelltod geschützt. Die Untersu‐
chung der p21waf1‐Expression auf mRNA‐Ebene deutet zwar eine  transkriptionelle Repression 
bei 48 h an,  jedoch  ist die Abnahme der p21waf1‐mRNA nicht signifikant. Es  ist bekannt, dass 
p21waf1  über  Phosphorylierung  und  Ubiquitinierung  destabilisiert  wird,  in  dem  es  dem 
proteasomalen  Abbau  zugeführt wird156,  157.  Auch wurde  von  einer Ubiquitin‐unabhängigen 











abhängigen  Apoptoseinduktion  in  den  Zelllinien  TE‐7  und  SEG‐1  untersucht.  In  der  Zelllinie 
SEG‐1 kommt es unter dem Einfluss von LBH589 zu einem deutlichen Rückgang  in der Chk1‐
Konzentration  nach  48  h  auf  20  %  der  Kontrolle.  Auch  ist  zu  keinem  Zeitpunkt  die 








der  Chk1‐Expression  als Ursache  für  die  LBH589‐abhängige Herunterregulation  von  Chk1  in 
Lungenkarzinom‐Zelllinien beschrieben112. 
In der Zelllinie TE‐7 kommt es unter der LBH589‐Behandlung ebenfalls zu einer Abnahme von 
Chk1, obwohl hier p53 und p21waf1  als  Suppressoren  fehlen, bzw.  in  geringer  Konzentration 
vorhanden  sind.  Es  ist  bekannt,  dass  es  in  Tumorzellen  zu  einer  Überexpression  von  Chk1 
kommt. Außerdem wird eine intakte Chk1‐Funktion als lebenswichtig für Tumorzellen angese‐
hen,  die  bereits  häufig  in  der  Regulation  der  normalen  Zellzyklus‐Kontrollpunkte  gestört 
sind159. Diese  Situation  ist bei  TE‐7 mit der  funktionellen Abwesenheit  von p53 und p21waf1 
eindeutig  gegeben.  In  kolorektalen  Karzinomen,  die  einen  p53‐Funktionsverlust  haben,  sind 
hohe Konzentrationen von Chk1 verbunden mit einer geringeren Apoptoserate160. Poehlmann 












tionsinhibition  verkürzt  sich  die  Halbwertszeit  um  etwa  18  h,  da  die  Abnahme  der  Chk1‐
Proteinbande bereits deutlich nach 6h, statt erst nach 24 h Behandlungsdauer beginnt (siehe 
4.3.1). Ursächlich dafür ist eine verstärkte proteasomale Degradation von Chk1, dies zeigen die 





sensibler  für die Apoptoseinduktion werden.  Im  Jahr 2005 haben Nomura et al die ubiquiti‐
nabhängige proteasomale Degradation von Chk1 bereits als Mechanismus bei der Wirkung von 
Geldanamycin auf Glioblastomzellen beschrieben161. Dennoch kann  in TE‐7 unter der kombi‐
nierten  Proteasominhibition  und  LBH589‐Behandlung  der  Chk1‐Abbau  nicht  vollständig  ge‐
hemmt werden. Als weiterer Mechanismus konnte eine signifikant stattfindende transkriptio‐
nelle Repression von Chk1 nach 6 und 48 h nachgewiesen werden. Bei niedrigem p21waf1und 
fehlendem  p53  ist  in  dieser  Zelllinie  die  bereits  in  der  Einleitung  beschriebene  allgemeine 
HDACI‐Wirkung  auf  die  Genexpression  die  Hauptursache  für  die  transkriptionelle  Chk1‐
Herunterregulation wahrscheinlich. 
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass es unter LBH589 in der Zelllinie SEG‐1 in Abhängig‐
keit  von  p21waf1  und  p53  zu  einer  kontrollierten  transkriptionellen  Chk1‐Repression  kommt. 
Dabei stehen in SEG‐1 p53 und p21waf1 für die Induktion einer antiapoptotischen und antiproli‐
ferativen Stressantwort zu Verfügung. Es kommt erst nach 48 h LBH589‐Behandlung zu einer 

















in  Abhängigkeit  vom  p53‐  und  p21waf1‐Status  verlaufen  kann.  In  Anwesenheit  von  p53  und 
p21waf1  führt Chk1 zu einem klassischen G2‐Arrest, der  im Verlauf nach Zellzyklusprogression 
zu einem Überspringen der Mitose, einem Anhalten der Zellen in G1 und somit zur Zellalterung 
führt. Die Abwesenheit  von p53/ p21waf1  führt  zu einem  sogenannten  späten G2‐Arrest und 



























heit  von  p53.  Im  weiteren  Verlauf  kommt  es  nach  48  h  bei  gleichzeitigem  Rückgang  der 
p21waf1‐Konzentration zu einer Fortsetzung des Zellzyklus, aber nicht zu einem Eintreten in die 
Mitose,  da  p‐H3  nicht  nach  zu weisen  ist. Gleichzeitig  findet Apoptose  erstmalig  signifikant 
statt. Der Anteil der Zellen in der S‐Phase nimmt deutlich zu. Es ist anzunehmen, dass die Zel‐
len aus der S‐ und G2‐Phase heraus Apoptose begehen. Bei Fortschreiten des Zellzyklus ist eine 




























schaftlichem  und  wirtschaftlichem  Interesse.  Dabei  stellen  gerade  das  Lungen‐  und  das 
Ösophaguskarzinom mit  ihren weiterhin unbefriedigenden Therapiemöglichkeiten eine große 
Herausforderung  dar.  Bei  der  Entwicklung  neuer  Chemotherapeutika  konnten mit  der  Sub‐




deacetylase‐Inhibitor  LBH589  (Panobinostat)  in  Zellen  der  Zelllinie  TE‐7  (Plattenepithelkarzi‐
nom des Ösophagus) und der Zelllinie SEG‐1  (NSCLC). Für diese Studie wurden verschiedene 
molekularbiologische  und  biochemische Methoden, wie Western  Blot, Durchflusszytometrie 
(Annexin‐V, Zellzyklusanalyse), Real‐Time PCR und andere, angewandt. 
Die Ergebnisse  zeigen, dass es  im Vergleich  zur Zelllinie TE‐7, die durch ein Funktionsverlust 
des p53‐Gens gekennzeichnet  ist,  in der p53‐Wildtyp Zelllinie  SEG‐1 unter dem Einfluss  von 







Einfluss  von  LBH589  nur  zu  einer  geringen  Zunahme  an  p21waf1  kommen.  Diese  Zunahme 
scheint ausschließlich durch die HDACI‐spezifische Wirkung auf die p21waf1‐Expression bedingt 












ser  Arbeit  gezeigt werden,  dass  dieser  Rückgang  hauptsächlich  (70 %)  durch  eine  LBH589‐
abhängige  Steigerung  der  proteosomalen  Degradation  verursacht  ist.  Zu  etwa  30 %  ist  die 




der Mitose heraus,  zur  sogenannten mitotischen Katastrophe. Das Ergebnis dieser Studie  ist 











Einfluss  von  LBH589  ohne  vorherige  Aktivierung  zu  einer  Herunterregulation  der  Chk1.  Als 




















Die  Ergebnisse dieser  Studie  zeigen, dass die  Therapieeffizienz  des HDACI  LBH589  abhängig 
vom p53‐Status der  jeweiligen Zelllinie  ist. Bei vorliegen eines  funktionstüchtigen p53 bleibt 
der Tumorzelle die Fähigkeit erhalten der Einwirkung von LBH589 die Induktion einer antiproli‐
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Abb.  1.3:  Chromatinstruktur  in  Abhängigkeit  des  Acetylierungsstatus.  Mit  zunehmender 
Modifikation  der  Chromatinstruktur  kommt  es  zu  einem  fortschreitenden  Verlust  der 
Transkription. Dabei ist die Änderung durch Acetylierung reversibel. Aus [Gallinari et al, 2007].
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Abb. 4.8 Konzentrationsabhängiger  Effekt des  Translationsinhibitors CHX  auf die  Zellletalität 
der Zelllinien TE‐7 und SEG‐1. ..................................................................................................... 45 
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